


























はじめに .......................................................................................................................... 5 
 
第 1 節 アクネ菌誘発耳介腫脹改善効果 .................................................................. 6 
1．実験方法 ................................................................................................................ 6 
1.1. 被験物質 ........................................................................................................... 6 
1.2. 実験動物 ........................................................................................................... 7 
1.3. 実験デザイン ................................................................................................... 7 
1.3.1. アクネ菌の培養......................................................................................... 7 
1.3.2. 実験スケジュール..................................................................................... 7 
1.3.3. 耳介腫脹測定法......................................................................................... 8 
1.4. 統計解析 ........................................................................................................... 8 
2．実験結果 ................................................................................................................ 8 
2.1. 十味敗毒湯の耳介腫脹改善効果 ................................................................... 8 
 
第 2 節 耳介腫脹改善効果の病理組織学的検証 .................................................... 10 
1．実験方法 .............................................................................................................. 10 
1.1. 試薬 ................................................................................................................. 10 
1.2. 耳介の病理組織学的評価法 ......................................................................... 10 
1.3. 耳介菌塊膿瘍領域のアクネ菌占有率の測定 ............................................. 11 
  
1.4. 統計解析 ......................................................................................................... 11 
2．実験結果 .............................................................................................................. 12 
2.1. 耳介腫脹改善効果の病理組織学的検証 ..................................................... 12 
2.2. 耳介菌塊膿瘍領域におけるアクネ菌占有率 ............................................. 18 
2.3. マクロファージ集簇率とアクネ菌占有率の相関 ..................................... 19 
考察 ................................................................................................................................ 20 





はじめに ........................................................................................................................ 23 
 
第１節 抗テストステロン代謝作用 ........................................................................ 25 
1．実験方法 .............................................................................................................. 26 
1.1. 被験物質及び試薬 ......................................................................................... 26 
1.1.1. ボクソクエキス末................................................................................... 26 
1.1.2. ボクソク成分........................................................................................... 26 
1.1.3. 試薬........................................................................................................... 29 
1.2. 実験動物 ......................................................................................................... 29 
1.3. ラット肝ミクロソーム調製法 ..................................................................... 29 
1.4. テストステロン代謝測定法 ......................................................................... 29 
1.5. 5α リダクターゼ活性測定法 ........................................................................ 30 
1.6. 統計学的解析 ................................................................................................. 31 
2．実験結果 .............................................................................................................. 31 
2.1. ボクソクの抗テストステロン作用 ............................................................. 31 
2.1.1. テストステロン代謝阻害作用............................................................... 31 
  
  
2.1.2. 5α リダクターゼ活性阻害作用 ............................................................. 33 
2.2. ボクソク成分の 5α リダクターゼ活性阻害作用 ....................................... 34 
 
第 2 節 皮脂合成抑制作用 ........................................................................................ 35 
1．実験方法 .............................................................................................................. 35 
1.1. 被験物質及び試薬........................................................................................... 35 
1.1.1. 被験物質................................................................................................... 35 
1.1.2. 試薬........................................................................................................... 36 
1.2. ハムスター皮脂腺細胞の培養法 ................................................................. 36 
1.3. 細胞毒性確認法 ............................................................................................. 36 
1.4. 皮脂合成評価法 ............................................................................................. 36 
1.5. 統計学的解析 ................................................................................................. 37 
2．実験結果 .............................................................................................................. 38 
2.1. ボクソク及び pentagalloyl glucose の皮脂腺細胞に対する作用 .............. 38 
2.2. ボクソクの皮脂合成抑制作用 ..................................................................... 39 
2.3. Pentagalloyl glucose の皮脂合成抑制作用 ................................................... 41 
 
第 3 節 抗酸化作用 .................................................................................................... 42 
1．実験方法 .............................................................................................................. 43 
1.1. 被験物質及び試薬 ......................................................................................... 43 
1.1.1. 被験物質................................................................................................... 43 
1.1.2. 試薬........................................................................................................... 45 
1.2. 抗酸化反応試験 ............................................................................................. 45 
1.2.1. ROS（過酸化水素）酸化反応 ............................................................... 45 
1.2.2. RNS（一酸化窒素）酸化反応 ............................................................... 46 
2．実験結果 .............................................................................................................. 46 
2.1. グルクロン酸抱合体、代謝物及び成分の抗酸化作用 ............................. 46 
2.2. アグリコン及びグルクロン酸抱合体の抗 ROS 活性の比較 ................... 48 
 
  
第 4 節 マクロファージ集簇亢進作用 .................................................................... 49 
1．実験方法 .............................................................................................................. 50 
1.1. 被験物質及び試薬........................................................................................... 50 
1.1.1. 被験物質................................................................................................... 50 
1.1.2. 試薬........................................................................................................... 51 
1.2. 白血球遊走ケモカインの測定 ..................................................................... 51 
1.3. マクロファージ活性化評価法 ..................................................................... 51 
1.4. マクロファージ貪食機能測定 ..................................................................... 52 
1.5. 統計学的解析 ................................................................................................. 52 
2．実験結果 .............................................................................................................. 53 
2.1. 白血球遊走ケモカインに対する十味敗毒湯の作用 ................................. 53 
2.2. マクロファージ機能に対する十味敗毒湯由来成分の作用 ..................... 54 
2.2.1. マクロファージの活性化マーカーに対する作用............................... 54 
2.2.2. マクロファージ貪食能に対する作用................................................... 55 
考察 ................................................................................................................................ 56 





はじめに ......................................................................................................................... 62 
 
第 1 節 十味敗毒湯及びボクソクのエキス中成分含量 ........................................ 63 
1．実験方法 .............................................................................................................. 64 
1.1. 被験物質 ......................................................................................................... 64 
1.2. エキス中成分の抽出・測定法 ..................................................................... 64 
2．実験結果 .............................................................................................................. 68 
  
2.1. ボクソク及び十味敗毒湯のエキス中成分含量 ......................................... 68 
 
第 2 節 十味敗毒湯投与ラットにおける血漿成分の薬物動態 ............................ 71 
1．実験方法 .............................................................................................................. 71 
1.1. 被験物質 ......................................................................................................... 71 
1.2. 実験動物 ......................................................................................................... 71 
1.3. 実験デザイン ................................................................................................. 72 
1.4. 血漿中成分の LC-MS/MS 分析 .................................................................... 72 
1.5. 薬物動態解析 ................................................................................................. 73 
2．実験結果 .............................................................................................................. 73 
2.1. 十味敗毒湯投与ラットにおける血漿成分濃度 ......................................... 73 
 
第 3 節 フラボノイド-グルクロン酸抱合体の血漿中薬物動態 .......................... 77 
1．実験方法 .............................................................................................................. 77 
1.1. 被験物質 ......................................................................................................... 77 
1.2. 試薬 ................................................................................................................. 78 
1.3. 実験動物 ......................................................................................................... 78 
1.4. 実験デザイン ................................................................................................. 78 
1.5. 血漿中フラボノイド定量法 ......................................................................... 78 
1.6. 血漿中フラボノイド-グルクロン酸抱合体の定量法 ................................ 79 
1.7. フラボノイド-グルクロン酸抱合体の血中薬物動態解析 ........................ 79 
2．実験結果 .............................................................................................................. 81 
2.1. β-グルクロニダーゼ処理による血漿中フラボノイド濃度 ....................... 81 
2.2. フラボノイド-グルクロン抱合体の血漿中薬物動態 ................................ 82 
考察 ................................................................................................................................ 84 
小括 ................................................................................................................................ 88 
 
  
総括 .................................................................................................................................. 89 
 
引用文献 ......................................................................................................................... 92 
 
論文審査主査および副査 ...................................................................................... 103 
 
公表論文目録 ............................................................................................................. 104 
 







































- 2 - 
 
 
A)微小面皰        B)閉鎖面皰     C)開放性面皰 











D)紅色丘疹              E)膿疱性丘疹 









































































































Japanese name English name Composition ratio (%) 
日局 キキョウ（桔梗） JP Platycodon Root 3.0 g  (14.29%) 
 日局 サイコ（柴胡） JP Bupleurum Root 3.0 g  (14.29%) 
 日局 センキュウ（川芎） JP Cnidium Rhizome 3.0 g  (14.29%) 
 日局 ブクリョウ（茯苓） JP Hoelen 3.0 g  (14.29%) 
 日局 ボウフウ（防風） JP Saposhnikovia Root 1.5 g  (7.14%) 
 日局 カンゾウ（甘草） JP Glycyrrhiza Root 1.0 g  (4.76%) 
 日局 ケイガイ（荊芥） JP Schizonepeta Spike 1.0 g  (4.76%) 
 日局 ショウキョウ（生姜） JP Ginger Rhizome 1.0 g  (4.76%) 
 ボクソク（樸樕） Quercus Bark 3.0 g  (14.29%) 
 ドクカツ（独活） Aralia Rhizome 1.5 g  (7.14%) 
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アクネ菌株（P. acnes 株：ATCC6919）は Microbiologics Inc.（St. Cloud, MN）か
ら購入し、GasPak system（Mitsubishi Gas Chemical Co., Tokyo, Japan）により嫌気
性条件下で GAM broth（Nissui Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan）にて培養した。培
養したアクネ菌を回収し、リン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline：PBS）
で洗浄後、10,000×g で 10 分間遠心した。同洗浄を 2 回行った菌は、熱殺傷（95°C、
5 分間）及び凍結乾燥後、ラット耳介への注入実験時まで–80°C で保管した。 
 
1.3.2. 実験スケジュール 
ラットのアクネ菌誘発耳介腫脹モデルは、De Young らの方法 20)を一部改変して
作製した。実験スケジュールを図 2 に示す。イソフルラン吸入麻酔下で両耳介の
腹側に、対照群には生理食塩水（50 μL）、アクネ菌群、十味敗毒湯群及びプレド
ニゾロン群にはアクネ菌の死菌（0.14 mg/50 μL 生理食塩水）をマイクロシリンジ
（Hamilton Co., Reno, NV）を用いて皮内注射した。更に、対照群及びアクネ菌群
には蒸留水（10 mL/kg）、十味敗毒湯群には蒸留水で調製した 0.1、0.5、1 又は 2 g/kg
用量の十味敗毒湯、及びプレドニゾロン（PDN）群には蒸留水で調製した 10 mg/kg
用量の PDN をアクネ菌注射の 1 時間前及び 6 時間後、それ以降は 1 日 1 回、6 日
目まで耳介厚測定の 1 時間前にそれぞれ同用量を経口投与した。なお、実験に用
いた十味敗毒湯用量は臨床用量（0.2 g/kg）をベースに 0.1〜2 g/kg（臨床用量の 0.5
～10 倍）の範囲に設定した。PDN 投与量（10 mg/kg）は既報 21)に従い設定した。 
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1.3.3. 耳介腫脹測定法 
耳介腫脹は、菌注射の 0（注入前）、2、4、6、24 時間後、及び 2、3、4、5、6、
















分散分析（two-way repeated measures ANOVA）後、Bonferroni の多重比較検定








後 24 時間の実験では（図 3A）、対照群に比べアクネ菌群では、菌注射により耳介
の発赤が認められ、2 時間後にはその厚さが投与前の約 190％まで増加し、その後
24 時間目まで続いた（図 3A）。十味敗毒湯（0.1 及び 0.5 g/kg 群）は、このアクネ




-1 h     0     1     2     4     6        24        2      3      4      5      6      7
① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧
アクネ菌投与
① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ⑪
(Pre) Hour Day
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に抑制した。 
図 3B には、アクネ菌投与後 24 時間までの耳介腫脹をより詳細に検討しながら、
更に 7 日目までの経過を観察した結果を示す。2 から 24 時間目までの間に 4 及び
6 時間目の観察を加えたが、結果は図 3A と同様、アクネ菌群では菌投与後 2 時間
目で耳介の肥厚が最大に達し 24 時間目まで持続した。耳介の肥厚はその後徐々に









アクネ菌（P. acnes, 0.14 mg/50 μL/ear）又は生理食塩水（saline, 50 μL/ear）は耳介表側に皮内注射
した。十味敗毒湯（JHT, 0.1、0.5、1 及び 2 g//kg）又は蒸留水（DW）は、菌注入の 1 時間前及び
注入後 6、24 時間、更に 2、3、4、5 及び 6 日後に経口投与した。陽性対照薬として用いたプレド
ニゾロン（PDN, 10 mg/kg）も同様に投与した。耳介の厚さは、菌注射の 0（投与前）、2、4、6、
24 時間後、及び 2、3、4、5、6、7 日後に測定した。耳介腫脹率（%）は、各ラットの菌注入前
値に対する百分率で示した。全ての値は平均値±標準誤差（図 3A：n = 10、図 3B：n = 6–7）で示
した。##p <0.01 vs. コントロール（saline + DW）群、*P <0.05 及び**P <0.01 vs. アクネ菌（P. acne + 
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Phycoerythrin 標識マクロファージ抗体（clone: HIS36）は BD Biosciences（San 
Diego, CA）、核染色用DAPI含有褪色防止用封入剤（ProLong Gold Antifade Mountant 
with DAPI）は Life Technologies（Grand Island, NY）、及び Gram Hücker 染色液は
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耳介の病理組織学的検討は、アクネ菌注入 2 及び 24 時間後のパラフィン切片を
ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色し、顕微鏡下で観察した。 
組織マクロファージの免疫組織学的検討は、アクネ菌注入 24 時間後のパラフィ
ン切片を phycoerythrin（PE, 1 μg/mL）標識マクロファージ抗体にて免疫染色した
後、核染色用 DAPI 含有褪色防止用封入剤にてマウントし、蛍光顕微鏡（Biorevo 
















統計的有意性は Dunnett の multiple comparisons test を用いて評価した。マクロファ
ージ集簇率とグラム陽性菌占有率の相関性は、スピアマンの順位相関検定を用い
て評価した。いずれの場合も P <0.05 で統計的に有意差があると判定した。 







アクネ菌投与 2 時間後の対照群、アクネ菌群、十味敗毒湯群（0.5 g/kg）及び PDN








（JHT：図 4E）及び PDN（図 4G）群では、アクネ菌群と同様に水腫が観察され、
それらの拡大画像（JHT：図 4F、PDN：図 4H）では、炎症性細胞がわずかに認め
られた。 




図 4．アクネ菌注射 2 時間後における耳介組織の病理画像（HE 染色） 
アクネ菌（P. acnes）注射 2 時間後の耳介から組織切片を作製し、HE 染色後に組織学的観察を行
った。A）コントロール（saline + DW）及び B）その拡大像、C）アクネ菌群（P. acnes + DW）及
び D）その拡大像、E）十味敗毒湯群（P. acnes + 0.5 g/kg JHT）及び F）その拡大像、G）プレド
ニゾロン群（P. acnes + 10 mg/kg PDN）及び H）その拡大像を示す。四角（黄色）は各拡大の位置
を示す。表皮：epidermis、真皮：dermis、皮下組織：subcutaneous tissue、毛包（毛根）：hair follicle 
(hair root)、皮脂腺：sebaceous gland、筋層：muscle layer、耳介軟骨：ear cartilage、膠原線維：collagen 
fiber、血管：blood vessel、菌塊：bacterial mass。スケール・バー：100 µm。  
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図 5 (A – F)．アクネ菌注射 24 時間後における耳介組織の病理組織画像（HE 染色） 
アクネ菌（P. acnes）注射 24 時間後の耳介から組織切片を作製し、HE 染色後に組織学的観察を行
った。A）コントロール（saline + DW）及び B、C）その拡大像、D）アクネ菌群（P. acnes + DW）
及び E、F）その拡大像、G）十味敗毒湯群（P. acnes + 0.5 g/kg JHT）及び H、I）その拡大像、J）
プレドニゾロン群（P. acnes + 10 mg/kg PDN）及び K、L）その拡大像を示す。四角（黄色）は各
拡大の位置を示す。黄色矢印は好中球、赤矢印はマクロファージを示す。耳介腹側（表側）：ventral 
part of ear (obverse side)、耳介背側（裏側）：dorsal part of ear (reverse side)、表皮：epidermis、真皮：
dermis、皮下組織：subcutaneous tissue、皮脂腺：sebaceous gland、筋層：muscle layer、耳介軟骨：
ear cartilage、線維芽細胞：fibroblast、菌塊：bacterial mass、マクロファージ：macrophages、好中球：
neutrophils。スケール・バー：100 µm。 




図 5(G – L)．アクネ菌注射 24 時間後における耳介組織の病理組織画像（HE 染色） 
 
図 5 は、アクネ菌投与 24 時間後の対照群、アクネ菌群、十味敗毒湯群（0.5 g/kg）、





図 5G）及び PDN 群（図 5J）では、アクネ菌群と同様に水腫が認められ、それら 








像を図 6 に示す。マクロファージは、PE 及び DAPI の二重陽性細胞として確認さ
れた（図中の黄色矢尻）。コントロール群では僅かに常在性マクロファージが確認




















図 6．アクネ菌注入 24 時間後の耳介組織におけるマクロファージの免疫蛍光染色画像 
A）はコントロール（saline + DW）群、B）、D）、F）は、アクネ菌群（P. acnes + DW）、十味敗毒




P. acnes + DW P. acnes + JHT P. acnes + PDNsaline + DW
(B) (D) (F)(A)
(C) (E) (G)
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ァージの増加（集簇）が確認された。PDN 群では内側（図 6F）と外側（図 6G）
でマクロファージ分布に差は認められなかった。 
























アクネ菌注入 24 時間後の免疫蛍光染色画像（図 6）における PE・DAPI 二重陽性細胞（マクロフ
ァージ）を定量した。コントロール群は皮下組織で検出されたマクロファージの占める面積を、
またアクネ菌（P. acnes + DW）群、十味敗毒湯（P. acnes + JHT）群及びプレドニゾロン（P. acnes + 
PDN）群では膿瘍様菌塊の内側（Inside abscess）と外側（Outside abscess）で検出されたマクロフ
ァージの占める面積を算出した。マクロファージ集簇率（%）は単位面積当たりのマクロファー
ジの占有面積比で示した。全ての値は平均値±標準誤差（n = 5）で示した。**p<0.01 vs. アクネ菌































DW DW JHT PDN
Outside abscessInside abscess
DW JHT PDN
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図 8 はアクネ菌注入 24 時間後の耳介菌塊膿瘍領域（内側及び外側）における各
群のアクネ菌のグラム染色画像を示す（A、B 及び C はアクネ菌群、十味敗毒湯
群及び PDN 群の内側、D、E 及び F は各群の外側）。これら画像の単位面積にお
けるグラム陽性桿菌（アクネ菌：図中で青染）の占有率を内側と外側に分け図 8G
に示す。膿瘍内側（Inside of abscess）のアクネ菌占有率は、アクネ菌群で 4％、十



















図 8．アクネ菌注入 24 時間後の耳介菌塊膿瘍領域におけるアクネ菌の占有率 
A）、B）及び C）はアクネ菌群、十味敗毒湯群及び PDN 群の菌塊膿瘍内側（Inside of abscess）、D）、
E）及び F）は各群の菌塊膿瘍外側（Outside of abscess）におけるグラム染色画像を示す。スケー
ル・バー：100 μm。G）はそれらの画像から BZ-II ソフトウェアを用いて算出した内側及び外側の
単位面積当たりにおけるグラム陽性桿菌（アクネ菌）の占有率（%）を示す。各値は平均値±標準
誤差（n=5）で示した。*P<0.05 vs. アクネ菌（P. acne + DW）群：Dennett’s test。 
P = 0.389 













マクロファージ集簇率（Ratio of macrophage-positive area）とグラム陽性桿菌（アクネ菌）占有率
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ある。第 1 章で示したアクネ菌誘発モデルにおける検証は本剤の in vivo 効果を示
唆した最初の知見である 42)。しかし、薬理機序を生体実験だけで解明するには限
界があり、in vitro 実験系と併せた総合的な解釈が必須である。 



























ンの中ではこの DHT がニキビ発生の主原因と考えられている 47)。5α リダクター
ゼには 3 つの亜群酵素（5α-R1, 5α-R2 及び 5α-R3）が存在する。成人では、主に 5α-R1
型が脂腺性毛包の皮脂腺細胞や表皮ケラチノサイトに発現している 48-51)。従って、




















入手した。種々濃度のボクソク溶液（30–100 mg/mL）は、dimethyl sulfoxide を添
加・混合した後、10 分間の超音波処理を行って調製した。培養実験では適切な濃
度に希釈したエキス溶液を 0.45 μm フィルターでろ過して用いた。 
 
1.1.2. ボクソク成分 
本研究にはボクソク由来 17 成分を用いた（図 10）。その内、1,2,3,6-tetra-O-galloyl 
glucose（tetragalloyl glucose）、1,2,3,4,6-penta-O-galloyl glucose（pentagalloyl glucose）、
eugeniin、1-desgalloyl eugeniin、casuarinin、castalagin 及び stenophyllanin C は、株
式会社ツムラ生薬本部生薬研究部（ibaraki, Japan）から入手した。Gallic acid、methyl 
gallate、(+)-catechin、(-)-epicatechin gallate、(-)-gallocatechin、(-)-epigallocatechin gallate
及び fraxin は、和光純薬工業（Osaka, Japan）から購入した。2’,5-Di-O-galloyl 
hamamelose（hamamelitannin）は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO）、(+)-Gallocatechin
は Nacalai Tesque（Kyoto, Japan）、及び(+)-taxifolin は Extrasynthese（Lyon, France）
からそれぞれ購入した。 
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Tetragalloyl glucose    Pentagalloyl glucose 
 
     
Eugeniin    1-Desgalloyl eugeniin 
 
     
Casuarinin    Castalagin 
 
図 10-1．5α リダクターゼ活性阻害試験に用いた 17 種のボクソク成分の構造式  
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Stenophyllanin C    Epicatechin gallate 
 
     
Epigallocatechin gallate  Hamamelitannin 
 
         
Catechin   (+) or (-)-Gallocatechin  Fraxin 
 
             
Gallic acid  Methylgallate   Taxifolin 
 
 
図 10-2．5αリダクターゼ活性阻害試験に用いた 17 種のボクソク成分の構造式 
 




ロゲン標準物質としてのテストステロン、DHT 及び 5α-androstane-3α,17β-diol は東





日本クレア株式会社（CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan）から購入した SD 系雄性
ラット（体重 300～320 g）を 5α リダクターゼ用肝ミクロソーム調整に用いた。動
物は購入後、自由摂水、自由摂食、温度 23 ± 3°C、湿度 55 ± 20 %、12 時間明暗







させたラット（体重 300～320 g）を断頭・放血後、直ちに肝臓を摘出し、0.32 mol/L 
sucrose、1 mmol/L dithiothreitol 及び 20 mmol/L potassium phosphate を含有する冷却
ホモジネート緩衝液（pH 6.5）で洗浄した。これ以降の操作は全て 4°C 条件下で
行った。肝臓はハサミでミンチした後、ホモジネート緩衝液を加え Potter-Elvehjem 
grinder（Asahi Glass Co., Ltd., Tokyo, Japan）を用いてホモジナイズした。ホモジネ
ートは 10,000 ×g で 10 分間遠心分離した後、ペレットを 2 倍量の同緩衝液で再度
洗浄及び遠心分離した。2 回の遠心分離で得た上清を合わせ、更に 105,000 ×g で 1
時間遠心分離した。ペレット（ミクロソーム）は、再度同緩衝液に懸濁し遠心分
離した後、最終的に約 6 mL の同緩衝液で懸濁し、300 µL ずつ小分けして−80°C





被験物質（ボクソクまたは成分）は、1 mmol/L dithiothreitol、40 mmol/L potassium 
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phosphate、100 µmol/L NADPH 及び 3.5 µmol/L testosterone 又は dihydrotestosterone
を含有する pH 6.5 の反応溶液に添加（最終容量：0.5 mL）し、室温で 20 分間プ
レインキュベーションした。5α リダクターゼ活性阻害の陽性対照には被験物質の
代わりに TMF-4AS-1（5α リダクターゼ阻害剤）を最終容量中に添加した。酵素反










TLC プレート：Silica gel 60 F254（Merck, Darmstadt, Germany） 
展開溶媒：ethyl acetate : hexane = 1 : 1（v/v） 
展開温度：室温 
検出方法：展開後のプレートは 10% 硫酸液に噴霧・暴露した後、ホットプレ 
ート上で加熱。蛍光シグナルは 302 nm の UV 照射によって可視 
（ChemiDoc XRS Plus（BIO- RAD, Hercules, CA） 
 








カラム：C18 column（3.0 × 150 mm, GL Science, Japan） 
カラムオーブン温度：50°C 
移動相：アセトニトリル: 水= 50 : 50（v/v） 
流速：0.4 mL/min 
検出器 UV 波長：240 nm 
 




5α リダクターゼ活性は、平均値 ± 標準誤差（SD）で示した。統計的有意差は、
片側あるいは両側の ANOVA 検定後、Dunnett’s multiple comparisons test 又は







2.1. 1. テストステロン代謝阻害作用 
図 11 は、ラット肝ミクロソームのテストステロン代謝に及ぼすボクソクの作用
を調べた TLC 分析の結果を示す。テストステロン（T）、ジヒドロテストステロン










- 32 - 
 
 
図 11．肝ミクロソームのテストステロン代謝に対するボクソクエキスの阻害作用：TLC 分析 
テストステロン（T、最終濃度：3.5 μmol/L）、T + ラット肝ミクロソーム（Liver microsome: 40 μg/mL）









図 12．肝ミクロソームのジヒドロテストステロン代謝：TLC 分析 
ジヒドロテストステロン（DHT、最終濃度：3.5 μmol/L）及び DHT + ラット肝ミクロソーム（Liver 
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2.1.2. 5α リダクターゼ活性阻害作用 








μg/mL）又は 5α リダクターゼ阻害剤（TMF-4AS-1：0.000001～100 μmol/L）によ
り濃度依存的に抑制された。その 50％阻害率（IC50 値）は、ボクソクが 12.2 μg/mL、






図 13．ボクソク及び TMF-4AS-1 の 5α リダクターゼ阻害作用 
ラット肝ミクロソーム（Liver microsome: 40 μg/mL）、テストステロン（Testosterone、最終濃度：
3.5 μmol/L）、Testosterone + Liver microsome 及び Testosterone + Liver microsome + ボクソク（BK: 3
～30 μg/mL）又 TMF-4AS-1（0.000001～100 μmol/L）は 37°C で 30 分間インキュベーションした。
反応後のテストステロン量は HPLC で定量した。5α リダクターゼ活性は、基質（テストステロン）
濃度（100％）に対する酵素反応後のテストステロン濃度の相対値で示した。各値は平均値±標準
誤差（n = 3）で示した。#P < 0.05 vs. テストステロン（Student’s t-test)、 *P < 0.05 vs. テストステ
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2.2. ボクソク成分の 5α リダクターゼ活性阻害作用 
 
ボクソクの 5α リダクターゼ阻害成分を明らかにするため、前項と同様の HPLC
分析を用いて、17 種のボクソク成分について調べた。この内、hamamelitannin、
(+)-catechin、(+)-gallocatechin、(-)-gallocatechin、fraxin、gallic acid、(+)-taxifolin 及
び methyl gallate の 8 成分には有意な作用は認められなかった。しかし、表 2 に示
した tetragalloyl glucose、pentagalloyl glucose、eugeniin、1-desgalloyl eugeniin、
casuarinin、castalagin、stenophyllanin C、(-)-epicatechin gallate 及び(-)-epigallocatechin 
gallate の 9 成分（0.1, 1, 10 及び 100 μmol/L）は、5α リダクターゼ（肝ミクロソー
ム）活性によるテストステロン（基質）の濃度低下を濃度依存的に抑制した。50％
阻害率（IC50 値）の比較から、pentagalloyl glucose（IC50=2.5 μmol/L）がこれら成
分の中で最も強い 5α リダクターゼ活性阻害作用を示した。 
 
 
表 2．ボクソク成分の 5α リダクターゼ活性阻害作用 
BK ingredient Inhibition of 5α-reductase activity (% of control) IC50 
 Concentration (μmol/L) (μmol/L) 
 0.1 1 10 100  
tetragalloyl glucose 3.3 ± 0.5 18.7 ± 0.4 63.2 ± 3.0 102.8 ± 1.2 8.1 
pentagalloyl glucose 5.4 ± 1.3 36.1 ± 6.5 83.5 ± 1.3 107.9 ± 2.2 2.5 
eugeniin 4.2 ± 1.0 13.9 ± 0.5 62.5 ± 0.6 114.6 ± 0.6 10.9 
1-desgalloyl eugeniin 4.6 ± 0.2 9.2 ± 1.6 52.5 ± 2.4 107.9 ± 0.9  12.6 
casuarinin 6.4 ± 1.4 10. 8± 0.7 59.0 ± 2.0 110.1 ± 0.5 10.5 
castalagin  4.9 ± 0.5 6.3 ± 1.2 70.7 ± 3.2 113.3 ± 7.6 8.0 
stenophyllanin C 5.6 ± 0.6 4.6 ± 0.5 63.1 ± 0.4  102.3 ± 2.2 7.2 
(-)-epicatechin gallate 4.6 ± 0.2 4.9 ± 0.2 5.9 ± 0.3 69.4 ± 1.2 10–100 
(-)-epigallocatechin gallate 3.7 ± 0.1 4.4 ± 0.4 5.3 ± 0.3 58.6 ± 2.7 10–100 
 
各種ボクソク成分（0.1～100 μmol/L）はテストステロン（3.5 μmol/L）及びラット肝ミクロソー
ム（40 μg/mL）と共に 37°C で 30 分間インキュベーションした。酵素反応後のテストステロン量
は HPLC で定量した。5α リダクターゼ活性は、基質（テストステロン）濃度（100％）に対する
酵素反応後のテストステロン濃度の相対値で示した。各値は平均値±標準誤差（n = 3）で示した。 
 



























ボクソク及び pentagalloyl glucose（株式会社ツムラ）は、第 2 章・第 1 節の実験
と同じものを用いた。テストステロンは和光純薬工業から、また、インスリンは
倉敷紡績（Osaka, Japan）から購入した。 
図 14．Pentagalloyl glucose の化学構造式 
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1.1.2. 試薬 
10 ng/mL 上皮成長因子（EGF）、2%（v/v）ヒト血清（HS）及び 8%（v/v）非働
化牛胎児血清（FBS）、HEPES 緩衝液、トリプシン-EDTA 溶液及びトリプシン中
和液を含む継代用試薬セット及び Oil Red O を含む脂質合成測定キットは倉敷紡
績から購入した。Penicillin (10,000 units)-streptomycin（10mg/ml）混合液は Sigma- 
Aldrich から、2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide















5～6 代目の Ha-SE 細胞を 96 ウェルのマイクロプレートに播種し（2×104/well）、
皮脂腺細胞増殖用培地で前培養してコンフルエント状態で実験に用いた。ウェル
に被験物質としてボクソク（10及び 30 μg/mL、溶媒：0.33% DMSO）又は pentagalloyl 
glucose（10, 30 μmol/L、溶媒：0.1% DMSO）、細胞障害陽性対照として Triton X-100
（最終濃度 0.2%）を添加し 24 時間培養した。24 時間培養における生存細胞数は、





5～6 代目の Ha-SE 細胞を 24 ウェルプレート（5×104/well）又は 96 ウェルプレ
ートに播腫し（1×104/well）、皮脂腺細胞増殖用培地でコンフルエントになるまで 
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前培養した。その後、皮脂腺細胞分化誘導用培地（8% FBS、2% HS 及び
penicillin-streptomycin 混液含有）に分化誘導剤としてテストステロン又はインスリ
ンを添加した培地を 2 日に 1 度の頻度で交換しながら培養した。被験物質は分化
誘導剤の添加と同時に細胞に処置した。分化誘導開始後 8 日目に皮脂合成量及び
生存細胞数を測定した。合成された皮脂量は皮脂測定キットを用いて測定した。
即ち、皮脂腺細胞は Oil Red O で脂肪染色した後、その脂質量（A）を 300 μL の
100% isopropanol で抽出し、520 nm の吸光度にて定量した。細胞量（B）はウェル
に XTT 試薬を加え 30 分間インキュベーションした後、465/630 nm の吸光度で測
定した（B）。脂質合成（Lipogenesis）は、次式に従い細胞量あたりの脂質量とし
て算出した。 
Lipogenesis = (A) / (B) 
 
また、皮脂腺細胞の形態は Oil Red O 染色後、直ちに Biorevo BZ-9000 顕微鏡





又は Student’s t-test にて評価した。いずれも P <0.05 の場合に統計的有意差がある
と判定した。 
 




2.1. ボクソク及び pentagalloyl glucose の皮脂腺細胞に対する作用 
 
第 1 節では、10 及び 30 μg/mL のボクソク、10 及び 30 μmol/L 濃度の pentagalloyl 
glucose が 5α リダクターゼ阻害作用を示した。本節でこの有効濃度における皮脂
合成抑制作用を検証するに先立ち、これらの濃度が培養皮脂腺細胞に対し障害性
を持つか否かを評価した（図 15）。本実験の基準となる皮脂腺細胞の生存吸光度
（コントロール）は細胞障害誘発剤である Triton X-100 の添加により完全に消失







図 15．ボクソク及び pentagalloyl glucose の皮脂腺細胞に対する細胞障害性の検討 
ハムスター皮脂腺細胞（Ha-SE）の生存はボクソク（BK：10 及び 30 μg/mL）、pentagalloyl glucose
（10 及び 30 μmol/L）、0.2% triton X-100 又は vehicle（Control：0.1–0.33% DMSO）と共に 24 時間











































ボクソク（10 及び 30 μg/mL）の皮脂合成抑制作用はテストステロン又はインス
リンによる培養皮脂細胞の皮脂合成増強に対して検討した。図 16 に 8 日間培養し
た各処置群における皮脂腺細胞の脂肪染色（Oil Red O 染色）像を示す。コントロ









ハムスター皮脂腺細胞（Ha-SE）は、テストステロン（testosterone：10 μmol/L）、testosterone + ボ
クソク（BK：10 μg/mL）又はインスリン（insulin：10 μg/mL）、insulin + BK と共に 8 日間培養し
た後、脂肪染色（Oil Red O 染色）した。各写真の左上には脂肪細胞の拡大像を示した。スケール
バー：20 μm。 
TestosteroneControl Insulin











ルに比べ有意に増加した。ボクソク（10 及び 30 μg/mL）は、このテストステロン
誘発皮脂合成を濃度依存的に抑制した。 
一方、インスリン添加による皮脂合成も（図 17B）、その無添加コントロールに







ハムスター皮脂腺細胞（Ha-SE）は、テストステロン（testosterone：10 μmol/L）、testosterone + ボ
クソク（BK：10 及び 30 μg/mL）又はインスリン（insulin：10 μg/mL）、insulin + BK（10 及び 30 μg/mL）
と共に 8 日間培養した後、皮脂量を脂質測定キットで定量した。細胞量あたりの脂質量として示
した各群の脂質合成値（Lipogenesis）は、平均±標準誤差（n = 3）で示した。#P<0.05 vs vehicle control
（Student’s t-test）。
*
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図18． Pentagalloyl glucoseの皮脂合成抑制作用 
ハムスター皮脂腺細胞（Ha-SE）は、テストステロン（testosterone：10 μmol/L）、testosterone + 
pentagalloyl glucose（10 及び 30µmol/L）又はインスリン（insulin：10 μg/mL）、insulin + pentagalloyl 
glucose（10 及び 30 µmol/L）BK（10 及び 30 μg/mL）と共に 8 日間培養した後、皮脂量を脂質測定
キットで定量した。細胞量あたりの脂質量として示した各群の脂質合成値（Lipogenesis）は、平
均±標準誤差（n = 3）で示した。#P < 0.05 vs testosterone or insulin（Student’s t-test）。
*
P < 0.05 vs 
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(10 or 30 µmol/L) +
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前節（第 1 及び第 2 節）では、面皰前段階の誘発要因と考えられているテスト








など）や活性窒素種（reactive nitrogen species：RNS、一酸化窒素 NO やペルオキ
シナイトライト ONOO－などの活性化された酸化窒素分子）を大量に産生する。
それらの細胞外への過剰放出は周辺の健常な細胞にダメージを与え、更に大量に








いる 68, 69)。 




成分 glycyrrhizic acid の代謝物 glycyrrhetinic acid70)及びボウフウ成分の cimifugin71)
及びボクソク成分 gallic acid の代謝物 4-O-methylgallic acid72)についても同様に検
討した。 









その内、glycyrrhetinic acid、cimifugin、isoliquiritigenin、liquiritigenin 4’-O-glucuronide 
(LQG-4’G)、liquiritigenin 7-O-glucuronide (LQG-7G)、isoliquiritigenin 2’-O-glucuronide 
(ILQG-2’G)及びisoliquiritigenin 4’-O-glucuronide（ILQG-4’G）は、株式会社ツムラ
生薬本部生薬研究部から入手した。また、Liquiritigenin、genistein及びhesperetin は
和光純薬工業、genistein 7-O-glucuronide（GEN-7G）及び hesperetin 7-O-glucuronide
（HPT-7G）はToronto Research Chemical Industries（Toronto, ON）、4-O-methylgallic 
acid は ChromaDex（Irvine, CA）からそれぞれ購入した。 
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Liquiritigenin Liquiritigenin 4’-O-glucuronide 
 
     
Liquiritigenin 7-O-glucuronide Isoliquiritigenin 
 
     
Isoliquiritigenin 2’-O-glucuronide Isoliquiritigenin 4’-O-glucuronide 
 
     
Genistein   Genistein 7-O-glucuronide 
 
     
Hesperetin Hesperetin 7-O-glucuronide 
 
図 19-1．抗酸化（抗 ROS 及び抗 RNS）作用の検討に使用された化合物の構造式 
GlcA: Glucuronic acid. 
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ROS 及び RNS に対する抗酸化作用の検討に用いた OxiSelect In vitro ROS/RNS 






ROS 酸化反応に対する被験物質の抗酸化作用は、OxiSelect In vitro ROS/RNS 
Assay kit を用いて 96 ウェルプレートで評価した。ウェルあたり 80 µL の PBS、10 
µL の被験試料標準溶液（終濃度 0.1、0.3、1、3、10 及び 30 μmol/L）及び 10 μL
の過酸化水素（終濃度 2.5 μmol/L）を加え、室温で 5 分間反応させた後に
dichlorodihydrofluorescin DiOxyQ（DCFH-DiOxyQ）を蛍光プローブとして加えた。
その後、さらに室温・遮光条件下で 15 分間静置反応させ、過酸化水素依存的に生
成された 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein（DCF）を励起波長 480 nm／蛍光波長
- 46 - 
 
530nm で蛍光測定器（Infinite M200; Tecan, Wako Pure Chemicals）を用いて測定し
た。 
被験物質の ROS 抑制率は、次式に従って算出した。 
 
ROS 抑制率(%)＝[1–(sample RFUa – base RFUb)/control RFUc – baseRFU b]x100 
 
この式で、RFU は反応液の相対蛍光ユニット（relative fluorescent unit）、a は過酸
化水素と被験物質に DCFH-DiOxyQ を加えた RFU 値、b は DCFH-DiOxyQ 単独添
加時の RFU 値、c は過酸化水素に DCFH-DiOxyQ を加えた RFU 値を示す。 
 
1.2.2. RNS（一酸化窒素）酸化反応 
RNS 酸化反応に対する被験物質の抗酸化作用は、 (±)-(E)-4-Ethyl-2-[(E)- 
hydroxyimino]-5-nitro-3-hexenamide（NOR3）を一酸化窒素ドナーとして用いて 96
ウェルプレートで評価した。即ち、ウェルあたり 80 µL の PBS（pH 7.4）、10 µL
の被験試料標準溶液（終濃度 0.1、0.3、1、3、10 及び 30 μmol/L）及び 10 µL の
NOR3（終濃度 30 μmol/L）、37°C で 150 分間反応させた。反応液の 100 μL 量に同
量のグリース試薬（1% sulfanilamide 及び 0.1% N-(1-naphthyl) ethylenediamine 
dihydrochlride を含む 5% H3PO4）を加え室温で 10 分間インキュベーションした。






表 2 には、5 種類のカンゾウ成分のグルクロン酸抱合体（GEN-7G、LQG-4’G、
LQG-7G、ILQG-2’G、ILQG-4’G）及び 1 種のケイガイ成分抱合体（HPT-7G）及び
ボクソク成分 gallic acid の代謝物 4-O-methylgallic acid、カンゾウ成分 glycyrrhizic 
acid の代謝物 glycyrrhetinic acid 及びボウフウ成分 cimifugin の抗酸化（抗 ROS 及
び抗 RNS）作用をそれぞれの IC50 値で示した。抗 ROS 作用は、5 種類のカンゾウ
成分抱合体の内、LQG-4’G を除く 4 種（GEN-7G、LQG-7G、ILQG-2’G、ILQG-4’G）
に認められ、それぞれの IC50 値は、0.638、0.765、0.704 及び 0.691μg/mL を示した。
また、ケイガイ成分抱合体である HPT-7G にも抗 ROS 作用が認められた（IC50 値: 
4.27 μg/mL）。しかし、4-O-methylgallic acid、glycyrrhetinic acid 及び cimifugin には
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抗 ROS 作用は全く認められなかった。 





 Antioxidant activity, IC50 (μg/mL) 
Hydrogen peroxide Nitric oxide 
グルクロン酸抱合体 
カンゾウ成分グルクロン酸抱合体 







Liquiritigenin 4’-O-glucuronide n.d. n.d. 
Liquiritigenin 7-O-glucuronide 0.765 n.d. 
Isoliquiritigenin 2’-O-glucuronide 0.704 n.d. 





























各 IC50値（μg/mL）は、0.1、0.3、1、3、10 及び 30 μmol/L 濃度の被験物質の抗酸化活性曲線（n = 
3）から計算した。n.d.は IC50値算出不可を意味する。 
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2.2. アグリコン及びグルクロン酸抱合体の抗 ROS 活性の比較 
 
図 20 は、表 2 で抗 ROS 活性を示したフラボノイド-グルクロン酸抱合体とその
アグリコンの活性を同様の方法を用いて測定・比較した結果を示す。 




酸抱合されても抗 ROS 活性は、全く同等に維持されていた（図 20B）。 
Genistein については、今回は GEN-7G との比較しかできないが、アグリコンと
グルクロン酸抱合体の両者で抗 ROS 活性は同等であった（図 20C）。 





ROS（過酸化水素）に対する抗酸化作用は OxiSelect In vitro ROS/RNS Assay kit を用いて測定した。
各被験物質は、各図の下に示したモル濃度範囲で比較した。各値（抗酸化率%）は、平均値±標準
誤差（n = 3）で示した。 





























十味敗毒湯は、第 1 章（第 1 節、実験方法 1.1. 被験物質の項参照）と同様、株
式会社ツムラから入手した。十味敗毒湯由来成分の liquiritigenin、isoliquiritin、
glycyrrhetinic acid 及び cimifugin は、株式会社ツムラ生薬本部生薬研究部から入手
した。Liquiritin 及び 4-O-methylgallic acid は、和光純薬工業（Osaka, Japan）から
購入した。これら成分の化学構造を図 21 に示す。 
 
     
Liquiritin    Liquiritigenin 
 
     
Isoliquiritin   Glycyrrhetinic acid 
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1.1.2. 試薬 
コンプリートプロテアーゼインヒビターカクテルは Roche Applied Science
（ Indianapolis, IN）、サイトカイン測定 ELISA キットは R&D Biosystems
（Minneapolis, MN）、プロテインアッセイキットは Bio-Rad（Hercules, CA）、ヒト
IFN-γ は PeproTech（Rocky Hill, NJ）、FITC 標識ヒト CD86 抗体（clone: 2331）は
BD Biosciences（San Diego, CA）、PE 標識ヒト CD192（clone: K036C2）は Biolegend






用は、第 1 章の実験における対照群、アクネ菌群、十味敗毒湯群（0.5 g/kg）およ
びプレドニゾロン（PDN）群のアクネ菌注入 2 及び 24 時間後の耳介を用いて検討
した（第 1 章、第 1 節、実験方法 1.3.2 の項参照）。即ち、各動物の耳介の一部（8.0 
mm 径）を生検トレパンでパンチアウトし、湿重量を測定した後、組織中の MCP-1
及び CINC-1 を ELISA キットのマニュアルに従い測定した。その概略を以下に示
す。重量測定後の耳介パンチアウト組織は、プロテアーゼ阻害剤カクテルを含有
した 0.5 mL の冷 PBS と一緒にホモジナイズした後、4°C で 5 分間遠心分離
（16,000×g）した。回収した上清はケモカイン測定用検体として測定時まで−80°C
で保存した。調製したホモジネートを予め捕捉抗体がコーティングしてある 96
ウェルプレートに加え、2 時間インキュベーションした後 ELISA キットの wash 
buffer で 5 回洗浄した。検出抗体（horseradish peroxidase conjugate）を加え 2 時間
インキュベーションし wash buffer で 5 回洗浄した。発色基質を添加し 30 分イン






マクロファージの活性化は、ヒト単球系白血病細胞株 THP-1（ATCC, Manassas, 
VA）を分化する培養系でマクロファージの活性化マーカー（CD86 及び CD192）
発現を解析することにより評価した。THP-1 細胞の培養には、10%非働化牛胎児 
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血清、2 mmol/L L-glutamine、100 U/mL penicillin、100 µg/mL streptomycin 及び 10 
mmol/L HEPES を含む RPMI 1640 培地を用いた。細胞（2×104 cells/well）は 96 ウ
ェルプレートに播種し、10 ng/mL ヒト IFN-γ（マクロファージ活性化因子）の存
在下で各被験物質（30 μmol/L）を加え、2日間 CO2インキュベータ （ー37°C、5%CO2）
で培養した。細胞を回収し、それに FITC 標識ヒト CD86 抗体又は PE 標識ヒト
CD192 を加え、20 分間氷上でインキュベーションした。抗体標識細胞は、0.1% BSA
及び 0.05% NaN3 含有 PBS で洗浄後、4°C の 4%パラホルムアルデヒド（pH 7.4）
を含むリン酸緩衝液中に 15 分間静置した。細胞表面に発現する CD86 及び CD192
は、FACScalibur フローサイトメーター及び CellQuest Pro ソフトウェア（BD 
Biosciences）を用いて解析した。CD86 及び CD192 の発現量は、未処理細胞の蛍
光強度を差し引いた平均蛍光強度（MFI）で示した。各抗体の CD86 又は CD192





THP-1 細胞（1×104 cells/well）を 96 ウェル培養プレートに播種し、ヒト IFN-γ
（10 ng/mL）の存在又は非存在下で十味敗毒湯由来成分（30 μmol/L）を加え、CO2
インキュベーター中 3 日間培養した。培養上清を取り除いた後、2.0 µm の蛍光黄
緑カルボキシル粒子（FITC-ビーズ；Polysciences, Eppelheim, Germany：終濃度 6×106 
particles/70 μL/well）を含む培養培地に置換し、静かに混和した。CO2 インキュベ
ーター内で 2 時間放置後、細胞を回収し、上述の洗浄液で遠心洗浄後、4°C の 4%
パラホルムアルデヒドを含むリン酸緩衝液（pH 7.4）中で 15 分間静置した。細胞
に取り込まれた FITC-ビーズは、FACScalibur フローサイトメーター及び CellQuest 






全ての値は、平均値±標準誤差で示した。統計的有意性は Dunnett's multiple 
comparisons test 又は unpaired Student’s t-test によって評価した。P <0.05 の場合に、
統計的な有意差があると判定した。 






第 1 章実験の対照群、アクネ菌群、十味敗毒湯群（0.5 g/kg）およびプレドニゾ
ロン（PDN）群のアクネ菌注入 2 及び 24 時間後の耳介を用いて測定したラット好
中球走化性因子 CINC-1 及び単球（マクロファージ）走化因子 MCP-1 の定量結果
を図 22 に示す。 
アクネ菌群の CINC-1 発現は、アクネ菌投与 2 時間後で有意に増加した。この
増加は十味敗毒湯（JHT）又はプレドニゾロン（PDN）を併用しても有意な変化
は認められなかった。一方、24 時間後でもアクネ菌投与群では CINC-1 発現の増
加が認められた。十味敗毒湯はこの増加に対しても有意な影響を与えなかったが、
PDN 群ではアクネ菌群以上の増加が認められた（図 22A）。 
アクネ菌群の MCP-1 発現はアクネ菌投与 2 時間後で有意に増加した。十味敗毒
湯はこの増加に対し有意な作用を示さなかったが、PDN はこの増加を有意に抑制
した。24 時間後では、アクネ菌群の MCP-1 発現は 2 時間目と比べ低下したが、
まだ非炎症群との間に有意な増加が認められた。十味敗毒湯及び PDN 群は、この
増加に対し有意な作用を示さなかった（図 22B）。 




ラット好中球走化性因子 CINC-1 及び単球（マクロファージ）走化因子 MCP-1 は第 1 章の DW 投
与の非炎症の対照群、アクネ菌群、十味敗毒湯群（0.5 g/kg）及びプレドニゾロン（PDN）群の耳
介を用いて測定した。アクネ菌注入後 2 時間（N = 10）及び 24 時間（N = 4–5）における各群の
CINC-1 及び MCP-1 値は、平均値±標準誤差で示した。##P <0.01 vs. saline + DW 群（Student’s t-test）、
*







来成分の作用を表 3 に示した。THP-1 細胞は IFN-γ 刺激によりマクロファージ活
性化マーカー（CD86：マクロファージ分化マーカー及び CD192：MCP-1 受容体
マーカー）の発現が有意に増加した。また、十味敗毒湯由来 6 成分（liquiritin、
liquiritigenin、isoliquiritin、glycyrrhetinic acid、cimifugin 及び 4-O-methylgallic acid）
の内、liquiritin、liquiritigenin、isoliquiritin 及び cimifugin の 4 成分は、この IFN-γ


































































DW DW JHT PDN DW JHT PDN








ファージ活性化マーカーと一緒に表 3 に示した。IFN-γ 添加によって、FITC-ビー
ズ貪食能（% FITC cells 及び MFI）は非添加に比べ有意に増加した。マクロファ
ージ活性化マーカー発現を増強した 4 成分（liquiritin、liquiritigenin、isoliquiritin







IFN-γ Expression of activation marker 
 
Phagocytosis 
(10 ng/mL) CD86 CD192 
 
% of FITC+ cells MFI 
- - 0.08± 0.06 0.19± 0.16 
 
14.43± 1.08 3.16± 0.17 
- +  1.70± 0.07 ## 1.57± 0.05 ## 
 
20.86± 1.05 # 4.76± 0.28 ## 
Liquiritin + 3.28± 0.10 
**




24.67± 1.24 6.07± 0.41 
Liquiritigenin + 3.47± 0.12
 **




















Glycyrrhetinic acid + 1.84± 0.13 2.24± 0.12 
 
18.00± 1.45 4.18± 0.31 






19.05± 0.59 4.28± 0.10 
4-O-Methylgallic acid + 1.18± 0.10 1.18± 0.12 
 
18.91± 1.36 4.27± 0.31 
 
ヒト単球系細胞（THP-1細胞）を 96ウェル培養プレートに 1又は 2×104 cells/wellで播種し、10 ng/mL
ヒト IFN-γ と各被験物質（30 μmol/L）を加え 2～3 日間培養した。活性化マーカー発現解析では、
2 日間の培養後、CD86 又は CD192 特異的な蛍光標識抗体で染色し、細胞上のそれらの発現はフロ
ーサイトメーターで測定した。データは、平均蛍光強度（MFI）の測定値から未処理細胞の MFI
（CD86：7.29、CD192：11.60）を差し引いて表記した。貪食能の確認試験では、3 日間の培養後
に上清を除外し、FITC-ビーズ（6×106 beads/well）を含む培養培地に置換し、さらに 2 時間培養し
た。細胞を回収し FITC 陽性細胞の割合と MFI を測定した。試験は n = 3 で行い、全データは平均
値±標準誤差で示した。#P <0.05, ##P<0.01 vs. IFN-γ 刺激なし（Student’s t-test）、**P <0.01 vs. IFN-γ
単独（Dunnett’s test）。 










して推察されている 43)。この 5α リダクターゼには 3 つの亜群酵素（5α-R1, 5α-R2
及び 5α-R3）が存在するが、ヒトの毛包や表皮では、主に 5α-R1 型が発現してい






テロン→DHT）及び A. diol（DHT→A. diol）スポットが検出された。しかし、ボ
クソクを併用すると、これらのスポットは完全に消失し、テストステロンのスポ
ットだけが検出された（図 11）。ラット肝ミクロソームとの反応で DHT のみなら
ず A. diol のスポットが認められたことは、肝ミクロソームにはテストステロンを
DHT に代謝する 5α リダクターゼと DHT を A. diol に代謝するアルドケトリダク




トステロン分解抑制率で評価したところ（図 13）、ボクソクに TMF-4AS-1（5α リ




1-desgalloyl eugeniin、casuarinin、castalagin、stenophyllanin C、(-)-epicatechin gallate
及び(-)-epigallocatechin gallate の 9 成分に 5α リダクターゼ阻害作用が見出され（表




















































と同等の抗酸化作用を示す 65, 68)。図 23 に示したフラボノイド基本骨格（Flavan）
を例にとって説明すると、B 環の C4’位に付く水酸基がグルクロン酸抱合される




実際に、第 3 節で ROS に対して強い抗酸化作用を示したリクイリチゲニンは、B
環 4’-O-位抱合体（liquiritigenin 4’-O-glucuronide）で活性が失活し、A 環 7-O-位抱
合体（liquiritigenin 7-O-glucuronide）ではその活性が維持された（図 20A）。イソ
リクイリチゲニンの場合も A 環 2’-O-位抱合体（isoliquiritigenin 2’-O-glucuronide）
又は 4’-O-位抱合体（isoliquiritigenin 4’-O-glucuronide）、またゲニステインの場合も
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を示した（図 20B, 20C）。これらの結果は、フラボノイド活性の不活化は主に B
環に依存していることを示唆する。その一方で、検討したヘスペレチン-グルクロ














70)及びボウフウ成分の cimifugin71)についても ROS 及び RNS 活性














は MCP-1 発現の増強によって誘発されたものではないことを示唆する。 
そこで、培養ヒト単球系細胞（THP-1 細胞）を用いて単球からマクロファージ
への分化作用について検討した。表 3 に示したように、THP-1 細胞は IFN-γ 刺激 
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示唆するいくつかの報告がある 85)。例えばイソフラボンである genistein やカルコ
ンである phloretin は、ヒト骨髄白血病細胞の顆粒球又は単球への分化を促進する
86)。その機序として、protein tyrosine kinase 活性の抑制、phosphatidylinositol のタ












ないが、既に報告されている in vitro 実験 5)では、十味敗毒湯は好中球中の Ca2+濃
度を上昇させることにより遊走能や貪食能を促進する可能性を示唆している。こ
の in vitro で認められた好中球遊走能促進作用が、実際の生体で生じ得るかどうか
については今後詳細に検討してく必要がある。 
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ケモカインの測定結果においては、十味敗毒湯と副腎皮質ステロイド（プレド
ニゾロン PDN）の作用は対称的であった（図 22）。アクネ菌誘発 CINC-1 発現の
増加は、菌投与の 24 時間後において、十味敗毒湯は有意な影響を示さなかったが、
プレドニゾロン群ではアクネ菌投与群以上の増加が認められた（図 22A）。また、
















素種（RNS）に対し抗酸化（抗 ROS 及び抗 RNS）作用を発揮する。抗 ROS 作用
は、カンゾウ成分（リクイリチゲニン、イソリクイリチゲニン、ゲニステイン）
及びそれらの A 環抱合体（ liquiritigenin 7-O-glucuronide 、 isoliquiritigenin 
2’-O-glucuronide、Isoliquiritigenin 4’-O-glucuronide、Genistein 7-O-glucuronide）に認
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析した。最終節（第 3 節）では、前章第 3 節で問題提起した抗 ROS 作用に関与す
るフラボノイド‐グルクロン酸抱合体の血漿中濃度とその薬物動態を検討した。 
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liquiritin や isoliquiritn、ケイガイには luteolin が、それ以外の成分についてもボウ






な 4241 成分について、十味敗毒湯及びボクソクのエキス中成分含量を定量した。 
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十味敗毒湯（第 1 章・第 1 節）及び

















v/v）混液 4 mL を添加した。撹拌後、
溶液を 5 分間超音波処理し遠心（1700 
g, 5 分間）した。上清は第一抽出液と
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混和した抽出液は、そのまま、あるいはメタノールで 10倍又は100倍希釈した後、
内標準溶液として niflumic acid 又は vincamine 溶液を添加混合し LC-MS/MS 又は
HPLC 分析による成分測定用試料とした。調製した成分測定用試料を、LC-MS/MS
システム 1：Agilent 1100 (LC; Agilent)-API4000（MS/MS; AB SCIEX）、LC-MS/MS
システム 2：Agilent 1290 (LC; Agilent)-TripleQuad6500（MS/MS; AB SCIEX）の
multiple reaction monitoring モード、又は HPLC システム：Agilent 1200 (LC; Agilent)
により分析した。表 5 には glycyrrhizic acid 以外の LC-MS/MS 分析で標的とした
40 成分の MS/MS イオンパラメータ（Q1Mass：プリカーサーイオン、Q3Mass：モ
ニターするプロダクトイオン、DP：化合物のイオン化電圧、CE：イオン銃の衝突
電圧、CXP：コリジョンセル中のフラグメントイオンの加速電圧）の設定値を示
す。また、各化合物の LC-MS/MS 分析における LC-MS/MS システム及び HPLC
条件は同表右欄に相当する IDを併記し、表 6にその詳細を示した。Glycyrrhizic acid
は、下記条件の HPLC システムにより分析した。 
 
HPLC 分析条件 
カラム：ODS-120A（4.6 × 250 mm, 10 µm, TOSO, Japan） 
カラムオーブン温度：40°C 
移動相：蒸留水：アセトニトリル：酢酸（1900 : 1077 : 100） 
流速：1.2 mL/min 
検出器 UV 波長：254 nm 
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表 5．LC-MS/MS 分析条件: 40 成分及び内標準物質 2 種の MS イオンパラメータ 
Compound name 
Q1Mass Q3Mass DP CE CXP LC-MS/MS 
system and 
HPLC method# (m/z) (m/z) (volts) (volts) (volts) 
Hamamelitannin 483.18 168.8 -105 -42 -11 1-1 
1,2,3,6-Tetra-O-galloyl glucose 787.213 168.9 -155 -70 -13 1-1 
1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl glucose 939.262 769.1 -165 -44 -21 1-1 
Eugeniin 937.241 301 -175 -64 -17 1-1 
1-Desgalloyl eugeniin 785.268 300.7 -175 -56 -19 1-1 
(+)-Catechin 288.917 109.1 -90 -32 -17 1-2 
(-)-Epigallocatechin gallate 457.151 124.8 -95 -54 -19 1-2 
(-)-Epicatechin gallate 441.043 168.9 -80 -28 -13 1-2 
(-)-Gallocatechin 305.057 125.1 -95 -30 -19 1-2 
Luteolin 284.85 132.3 -90 -68 -23 1-2 
Quercetin 300.98 150.7 -105 -30 -9 1-2 
Quercitrin 447.103 300.5 -110 -36 -17 1-2 
Genistin 431.012 269.1 -55 -16 -15 1-2 
Genistein 268.919 132.7 -105 -42 -21 1-2 
4’-O-Glucosyl-5-O-methylvisamminol 451.245 270.9 -115 -24 -15 1-2 
Gallic acid 168.79 125 -65 -22 -19 1-3 
Methyl gallate 182.851 123.9 -65 -30 -19 1-4 
Formononetin 266.978 251.8 -95 -30 -15 1-4 
Ononin 429.052 266.9 -50 -14 -19 1-4 
Licorisoflavan A 437.249 203.1 -135 -38 -11 1-4 
Medicarpin 268.806 253.8 -85 -24 -13 1-4 
Liquiritin 417.007 254.8 -85 -28 -5 1-5 
Liquiritin apioside 549.216 135 -145 -62 -23 1-5 
Liquiritigenin 254.895 118.9 -80 -38 -1 1-5 
Isoliquiritin 416.971 255 -100 -24 -15 1-5 
Isoliquiritin apioside 549.213 254.9 -150 -40 -23 1-5 
Isoliquiritigenin 254.868 119 -75 -42 -21 1-5 
Glycycoumarin 366.971 308.7 -90 -36 -27 1-5 
Glycyrrhetinic acid  469.203 425.3 -165 -50 -11 1-5 
Hesperidin 609.238 301.1 -120 -38 -19 1-6 
Hesperetin 301.101 164.2 -105 -34 -9 1-6 
Saikosaponin D 781.53 455.3 136 25 14 1-7 
Saikogenin A 490.384 437.4 66 15 14 1-7 
Saikogenin D 490.396 455.5 66 15 14 1-7 
Castalagin 935.025 468.9 181 39 22 2-8 
Casuarinin 937.096 345.1 181 39 24 2-8 
Stenophyllanin C 1057.252 585.2 216 43 10 2-8 
Fraxin 371.07 209.1 31 19 12 2-8 
(+)-Taxifolin 305.071 149.1 71 31 8 2-8 
Cimifugin 306.942 259.1 116 41 16 2-8 
Niflumic acid (IS) 280.826 236.8 -55 or -20 -24 or -30 -11 or -15 1-1–7 
Vincamine (IS) 355.257 337.1 96 29 18 2-8 
 
各化合物の定量下限は以下のとおり。40 ng/mL: tetragalloyl glucose 及び 1-desgalloyl eugeniin、2500 ng/mL: 
ononin 及び licorisoflavan A 、 3200 ng/mL: pentagalloyl glucose、 4 ng/mL: glycycoumarin, liquiritigenin, 
hamamelitannin 及び methyl gallate、1600 ng/mL: eugeniin、10 ng/mL: medicarpin, (-)-epicatechin gallate, chrysin, 
luteolin, quercetin, quercitrin, fraxin 及 び (+)-taxifolin 、 100 ng/mL: 4’-O-glucosyl-5-O-methylvisamminol, 
(-)-epigallocatechin gallate, (+)-catechin, (±)-gallocatechin, casuarinin 及び castalagin、2 ng/mL: genistein、200 ng/mL: 
glycyrrhetinic acid, gallic acid 及び stenophyllanin C、1 ng/mL: liquiritin, formononetin 
#: 各化合物の分析に用いた LC-MS/MS システム及び HPLC 法は、表 6 に詳述する。 
DP: declustering potential, CE: collision energy, CXP: collision cell exit potential. 
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Column: Ascentis Express RP-amide column (100 × 2.1 mm I.D., 2.7-μm particle size; Supelco 
Analytical, Inc., Tokyo, Japan) 
Mobile phase (A) 0.2 vol % acetic acid, (B) acetonitrile containing 0.2 vol % acetic acid 
Gradient elution program (% B in A): 
0–8 min, 22%; 8–8.01 min, 22–90%; 8.01–13 min, 90%; 13–13.01 min, 90–22%; 13.01–18 min, 22% 
Other conditions were: flow rate, 0.2 mL/min; column temperature, 40°C 
2 
Column: Ascentis Express RP-amide column 
Mobile phase (A) 0.2 vol % acetic acid, (B) acetonitrile containing 0.2 vol % acetic acid 
Gradient elution program (% B in A): 
0–5 min, 22%; 5–10 min, 22–90%; 10–15 min, 90%; 15–15.1 min, 90–22%; 15.1–25 min; 22% 
Other conditions were: flow rate, 0.2 mL/min; column temperature, 40°C 
3 
Column: Ascentis Express RP-amide column 
Mobile phase (A) 0.2 vol % acetic acid, (B) acetonitrile containing 0.2 vol % acetic acid 
Gradient elution program (% B in A): 
0–2 min, 22%; 2–10 min, 22–80%; 10–15 min, 80%; 15–15.1 min, 80–22%; 15.1–20 min; 22% 
Other conditions were: flow rate, 0.2 mL/min; column temperature, 40°C 
4 
Column: Ascentis Express RP-amide column 
Mobile phase (A) 0.2 vol % acetic acid, (B) acetonitrile containing 0.2 vol % acetic acid 
Gradient elution program (% B in A): 
0–10 min, 10%; 10–10.1 min, 10–80%; 10.1–16 min, 80%; 16–16.01 min, 80–10%; 16.01–21 min, 10% 
Other conditions were: flow rate, 0.2 mL/min; column temperature, 40°C 
5 
Column: Inertsil Ph-3 column (100 × 2.1 mm I.D., 3-μm particle size; GL Sciences, Tokyo, Japan) 
Mobile phase (A) 10 mM ammonium acetate, (B) acetonitrile 
Gradient elution program (% B in A): 
0–1 min, 20%; 1–13 min, 20–65%; 13–13.01 min, 65–20%; 13.01–18 min, 20% 
Other conditions were: flow rate, 0.3 mL/min; column temperature, 40°C 
6 
Column: Kinetex PFP column (100 × 2.1 mm I.D., 2.6-μm particle size; Phenomenex, Torrance, CA) 
Mobile phase (A) 0.2 vol % acetic acid, (B) acetonitrile containing 0.2 vol % acetic acid 
Gradient elution program (% B in A): 
0–10 min, 11%; 10–30 min, 11–40%; 30–30.01 min, 40–90%; 30.01–35 min, 90%; 35–35.01 min, 90–
11%; 35.01–40 min, 11% 
Other conditions were: flow rate, 0.35 mL/min; column temperature, 40°C 
7 
Column: Ascentis Express RP-amide column 
Mobile phase (A) 10 mM ammonium acetate, (B) acetonitrile 
Gradient elution program (% B in A): 
0–12 min, 40%; 12–12.01 min, 40–90%; 12.01–15 min, 90%; 15–15.01 min, 90–40%; 15.1–20 min; 40% 
Other conditions were: flow rate, 0.3 mL/min; column temperature, 40°C 
2 8 
Column: Ascentis Express RP-amide column 
Mobile phase (A) 0.2 vol % formic acid, (B) acetonitrile 
Gradient elution program (% B in A): 
0–1 min, 10%; 1–8 min, 10–30%; 8–10 min, 30–90%, 10–12 min, 90%; 12–12.01 min, 90–10 %; 12.01–
17 min, 10% 
Other conditions were: flow rate, 0.3 mL/min; column temperature, 40°C 
LC-MS/MS system 1：Agilent 1100 (LC; Agilent)-API4000（MS/MS; AB SCIEX）、 
LC-MS/MS system 2：Agilent 1290 (LC; Agilent)-TripleQuad6500（MS/MS; AB SCIEX）。 












タガロイルグルコース（3.71 mg/g）、没食子酸（Gallic acid：2.89 mg/g）、デスガロ
イルオイゲニン（1-desgalloyl eugeniin：2.65 mg/g）、ガロカテキン（(±)-gallocatechin：




0.154 mg/g）、メチルガレート（Methyl gallate：0.113 mg/g）の順であり、その他の
成分（taxifolin、(-)-epigallocatechin gallate、quercetin、quercitrin）含量は 0.1 mg/g
以下であった。 
十味敗毒湯からは、標的とした 41 成分の内 30 成分が検出・定量された。その
内訳は、ボクソク 14 成分、カンゾウ 11 成分、ケイガイ 3 成分、及びボウフウ 2
成分であった。 
ボクソク成分は、上述のボクソク単品で測定した結果と比較すると、検出成分
数の減少（18 から 14 成分に減少）に加え、成分含量順位の変動があった。十味
敗毒湯ではペンタガロイルグルコースが一番高く（0.345 mg/g）、次いでオイゲニ
ン（eugeniin：0.213 mg/g）と没食子酸（Gallic acid：0.213 mg/g）が続いた。0.1～
0.01 mg/g 含有成分として castalagin、(+)-catechin、1,2,3,6-tetra-O-galloylglucose、
1-desgalloyl eugeniin 及び 2’,5-di-O-galloylhamamelose、(±)-gallocatechin、また 0.01
～0.001 mg/g 含有成分として fraxin、quercetin、(-)-epicatechin gallate、methyl gallate
及び taxifolin が検出された。Stenophyllanin C、casuarinin、(-)-epigallocatechin gallate
及び quercitrin の 4 成分は検出限界以下であった。 
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十味敗毒湯中で検出されたカンゾウ 11 成分の中では、グリチルリチン酸が最も
高く（glycyrrhizic acid：5.12 mg/g）、続いてリクイリチン（liquiritin：1.87 mg/g）、
リクイリチンアピオシド（ liquiritin apioside：1.39 mg/g）、リクイリチゲニン
（liquiritigenin：0.298 mg/g）、イソリクイリチンアピオシド（isoliquiritin apioside：






0.231 mg/g）、ルテオリン（luteolin：0.0110 mg/g）、ヘスペレチン（hesperetin：0.00338 
mg/g）の順に高かった。 
ボウフウ成分はグルコシルメチルビサミノール（4’-O-glucosyl-5-O-methyl- 
visamminol：0.535 mg/g）とシミフジン（cimifugin：0.198 mg/g）の 2 成分全てが
検出された。 









ボクソク 1,2,3,4,6-Penta-O-galloylglucose 3.71 0.345 
Eugeniin 4.74 0.213 
Gallic acid 2.89 0.151 
Castalagin 5.91 0.0779 
(+)-Catechin 10.7 0.0767 
1,2,3,6-Tetra-O-galloylglucose 0.767 0.0523 
1-Desgalloyl eugeniin 2.65 0.0299 
2’,5-Di-O-galloylhamamelose 0.928 0.0244 
(±)-Gallocatechin
*
 1.69 0.011 
Fraxin 0.183 0.00758 
Quercetin 0.00856 0.00385 
(-)-Epicatechin gallate 0.238 0.00325 
Methyl gallate 0.113 0.00318 
Taxifolin 0.0636 0.00174 
Stenophyllanin C 1.33 BQL 
Casuarinin 0.154 BQL 
(-)-Epigallocatechin gallate 0.0603 BQL 
Quercitrin 0.00142 BQL 
カンゾウ Glycyrrhizic acid - 5.12 
Liquiritin - 1.87 
Liquiritin apioside - 1.39 
Liquiritigenin - 0.298 
Isoliquiritin apioside - 0.167 
Isoliquiritin - 0.13 
Glycycoumarin - 0.0688 
Isoliquiritigenin - 0.0302 
Medicarpin - 0.00992 
Formononetin - 0.00832 
Genistein - 0.00164 
ケイガイ Hesperidin - 0.231 
Luteolin - 0.0110 
Hesperetin - 0.00338 
ボウフウ 4’-O-Glucosyl-5-O-methylvisamminol - 0.535 




: (-)-Gallocatechin のピークは(+)-gallocatechin と分けて分析することが出来なかったため、
(±)-gallocatechin として(-)-gallocatechin の検量線を用いて外挿値として含量を算出した。 
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十味敗毒湯エキス末は、第 1 章・第 1 節の実験と同じものを用いた。血漿中成
分分析用の標準物質は、十味敗毒湯のエキス中から検出された成分に加え生体内
の代謝物として想定されるボクソク由来の 4-O-methylgallic acid（入手先：
ChromaDex）を合わせ、表 8 に示す 38 成分を検討対象とした（入手先は本章・第






度 55±20%、12 時間明暗サイクル（明期 7：00-19：00）の環境で飼育した。全て
の実験は、株式会社ツムラの「動物実験に関するガイドライン」に従い、動物実
験審査会の承認のもとで実施した。 
- 72 - 
 
































































蒸留水で調製した十味敗毒湯を約 16 時間絶食したラット（体重 230–285 g）に
2 g/kg の用量で経口投与した。本実験では十味敗毒湯投与後の血中成分を検出す
る目的で第 1 章の動物実験で設定した最大用量（臨床用量の 10 倍量）を用いた。 





1.4. 血漿中成分の LC-MS/MS 分析 
 
血漿中の liquiritin、liquiritigenin、isoliquiritin、isoliquiritigenin、glycycoumarin、
glycyrrhetinic acid、hesperidin、hesperetin、saikosaponin B1、saikogenin A、saikogenin 
D、casuarinin、stenophyllanin C、fraxin、taxifolin、castalagin 及び cimifugin を分析
するため、200 µL の血漿サンプルに 25 µL のメタノール、25 µL の内標準溶液
（niflumic acid 又は vincamine 溶液）及び 750 µL のメタノールを添加した。検量
線作成には、25 µL のメタノール代わりに各標準溶液、200 µL の血漿サンプルの
代わりにブランク血漿を用いた。撹拌後、遠心分離（7,000 g、5 分間、室温）に
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より得た上清の溶媒を窒素ガス流下（40°C）で留去した。残渣は、各化合物測定
に相当する HPLC 初期移動相（前節表 5 及び 6 参照）の 50～100 μL で溶解し、そ




gallic acid、methyl gallate、4-O-methylgallic acid、 formononetin、medicarpin、
licorisoflavan A、ononin、2’,5-Di-O-galloylhamamelose、1,2,3,6-tetra-O-galloyl glucose、
1,2,3,4,6-penta-O-galloyl glucose、eugeniin 及び 1-desgalloyl eugeniin の分析のため、
上述した前処理法でメタノールの代わりに酢酸エチルを添加し、液–液抽出を行っ
た。抽出後の上清の溶媒は窒素ガス流下（40°C）で留去した。残渣は、各化合物
測定に相当する HPLC 初期移動相（前節表 5 及び 6 参照）の 50～100 μL で溶解し、
その内 10 μL を各化合物分析用 LC-MS/MS システム（前節表 5 及び 6 参照）に注
入した。4-O-Methylgallic acid の MS パラメータは、Q1mass: 182.851 m/z、Q3mass: 
123.9 m/z、DP: -65 volts、CE: -30 volts、CXP: -19 volts に設定し、LC-MS/MS シス




十味敗毒湯投与 24 時間後に至る 8 回の経時的測定ポイントの内、半分以上の測
定ポイントで検出された成分について、薬物動態パラメータとして最高血漿中濃
度（Cmax）、最高血漿中濃度到達時間（tmax）、消失半減期（t1/2）及び血中濃度－時
間曲線下面積（AUC0–last）を Phoenix WinNonlin ソフトウェア（version 6.3, Certara 
L.P., St. Louis, MO）を用いたノンコンパートメント解析により算出した。T1/2 は、







（methyl gallate、(+)-catechin、及び gallic acid の代謝物 4-O-methylgallic acid）、カ
ンゾウ由来成分（liquiritin、liquiritigenin、isoliquiritin、isoliquiritigenin、glycycoumarin、
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formononetin、genistein、及び glycyrrhizic acid の代謝物 glycyrrhetinic acid）、ケイガ
イ成分（luteolin 及び hesperidin）及びボウフウ成分（cimifugin）が検出された。










直後（0.25 h）に少し検出されたが直ぐに消失し、その後 24 時間目に再び検出さ
れその時の血漿中濃度は 0.975 ng/mL であった。リクイリチン（liquiritin）は投与
後速やかに検出され（tmax=0.25h）、その Cmaxは 8.13 ng/ml を示し、その後速やか
に消失した（t1/2=1.33h）。リクイリチゲニン（liquiritigenin）は投与後 2 峰性のピ
ークを示した。tmaxは一峰目の 0.25 h で、その Cmaxは 1.5 ng/ml であった。消失半
減期（t1/2）は少し長く 3.78 h を示した。イソリクイリチン（isoliquiritin）も投与
後速やかに検出され（tmax=0.25 h）、その Cmaxは 1.69 ng/ml を示し、その後速やか
に消失した（t1/2=1.53 h）。イソリクイリチゲニン（isoliquiritigenin）は投与後 2 峰
性のピークを示した。tmaxは 2 峰目の 4.00 h、及びその Cmaxは 1.02 ng/ml を示し、
t1/2 は少し長く 2.52 h であった。フォルモノネチン（formononetin）も 2 峰性ピー
クを示し、その tmaxは１峰目（0.25h）で Cmaxは 0.164 ng/ml であった。t1/2 は比較
的長く 6.21 h であった。カンゾウ由来成分の中で一番高濃度に検出された成分は、
グルチルリチン酸の主要代謝物であるグリチルレチン酸であった。その tmax は比
較的遅く（6.00 h）、その Cmaxは 287 ng/ml であり、その後の半減期（t1/2）も 7.36 h
と遅かった。 
ボウフウ成分として唯一検出されたシミフジン（cimifugin）は、本試験で検出
された成分の中で一番高濃度に検出された成分であった。その tmaxは 1.00 h、Cmax
は 535 ng/ml を示し、半減期（t1/2）は 2.51 h であった。 
なお、本試験では上述した成分以外はラット血漿中では定量できなかった。
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図 24-1．十味敗毒湯エキス投与ラット血漿中から検出されたボクソク由来 3 成分及びカンゾウ由
来 8 成分の時間-血漿中濃度推移グラフ 
十味敗毒湯エキス（2 g/kg, n = 3）投与、0.25、0.5、1、2、4、6、10 及び 24 時間後の血漿中濃度
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図 24-2．十味敗毒湯エキス投与ラット血漿中から検出されたケイガイ由来 2 成分及びボウフウ由





tmax Cmax t1/2 AUC0-last 
(h) (ng/mL) (h) (ng‧h/mL) 
ボクソク成分 
    
  4-O-Methylgallic acid 2 6.65 1.62 32.7 
カンゾウ成分 
    
  Liquiritin 0.25 8.13 1.33 9.51 
  Liquiritigenin 0.25 1.5 3.87 10.8 
  Isoliquiritin 0.25 1.69 1.53 1.97 
  Isoliquiritigenin 4 1.02 2.52 5.92 
  Formonetin 0.25 0.164 6.21 0.547 
  Glycyrrhetinic acid 6 287 7.36 3630 
ボウフウ成分 
    































































































Time after administration (h)
Luteolin
ケイガイ由来2成分 ボウフウ由来1成分
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カンゾウ成分である liquiritin、liquiritigenin、isoliquiritin 及び isoliquiritigenin、ケ
イガイ成分である hesperetin 及び luteolin、ボクソク成分である quercetin 及び
(+)-catechin の標準物質は、本章第 1 節表 4 と同じものを使用した。また、ボクソ
ク成分の gallic acid の代謝物である 4-O-methylgallic acid は ChromaDex から入手し
た。 
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Isoliquiritigenin 4-O-glucuronide（ILQG-4G）は、株式会社ツムラ生薬本部生薬研
究部から入手、また、genistein 4’-O-glucuronide（GEN-4’G）は Toronto Research 
Chemical Industries（Toronto, ON, USA）、luteolin 7-O-glucuronideはChengdu Biopurify 
Phytochemicals Ltd.（Chengdu, Sichuan, China）、quercetin 3-O-glucuronide は WuXi 
AppTec（Shanghai, China）からそれぞれ購入した。その他のフラボノイド–グルク










入し、7 週齢で本実験に使用した。動物は自由摂水、自由摂食、温度 23 ± 3 °C、






約 16 時間絶食したラットに十味敗毒湯（2 g/kg）を経口投与した。その後 1、6
及び 24 時間（n = 3／各時点）にイソフルラン吸入麻酔下で腹部後大静脈よりヘパ





ロニダーゼ処理では、80 μL の血漿（検量線作成時はブランク血漿）に 50 μL の β-
グルクロニダーゼ溶液（200 units/mL, pH: 6.8）を添加し、37°C で 2 時間インキュ
ベーションした。この酵素反応は 500 μL のメタノール又は 400 μL の酢酸エチル
を添加し停止させた。その溶液に 25 μL のメタノール（検量線作成時は標準溶液） 





及び 4-O-methylgallic acid）に相当する HPLC 初期移動相（本章第 1 節表 5 及び 6
参照）の 50～100 μL で溶解し、その内 10 μL を各化合物分析用 LC-MS/MS システ





を約 16 時間絶食したラットに経口投与し、投与前（ブランク）及び投与 0.25, 0.5, 
1, 2, 4, 6, 10 及び 24 時間（n = 3/各時間）後の血漿を得た。300 µL の各血漿サンプ
ルに 60 µL のメタノール、25 µL の内標準溶液（niflumic acid 溶液）及び 800 µL
のメタノールを添加した。検量線作成には 60 µL のメタノールの代わりに標準溶
液、300 µL の血漿サンプルの代わりにブランク血漿を用いた。撹拌・遠心分離
（7,000 g、5 分間、室温）により得た上清の溶媒は、窒素ガス流下（40°C）で留
去した。残渣は、各化合物の分析条件（表 11）に記載した HPLC 初期移動相（50 
μL）で溶解し、その内 20 μL を LC-MS/MS システム：Agilent 1290（LC; Agilent）
-TripleQuad6500（MS/MS; AB SCIEX）に注入した。表 10 には LC-MS/MS 分析で






血漿薬物動態パラメータ（Cmax、tmax、t1/2 及び AUC0–last）を算出した。 
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表 10．LC-MS/MS 分析条件: 被験化合物のイオンパラメータ 
 
Compound name 
Q1Mass Q3Mass DP CE CXP 
(m/z) (m/z) (volts) (volts) (volts) 
Liquiritigenin 4'-O-glucuronide 431.02 113 -80 -28 -19 
Liquiritigenin 7-O-glucuronide 431.049 113 -75 -28 -17 
Isoliquiritigenin 2'-O-glucuronide 431.041 254.8 -80 -26 -23 
Isoliquiritigenin 4'-O-glucuronide 431.031 254.7 -85 -28 -15 
Isoliquiritigenin 4-O-glucuronide 431.1 135 -85 -30 -1 
Genistein 4’-O-glucuronide 445.06 113.1 -90 -26 -17 
Genistein 7-O-glucuronide 445.072 269.1 -85 -30 -19 
Hesperetin 7-O-glucuronide 477.016 301.1 -85 -34 -19 
Luteolin 7-O-glucuronide 461.029 284.8 -90 -34 -15 
Quercetin 3-O-glucuronide 477.029 301 -75 -32 -17 
Niflumic acid (IS) 280.826 236.8 -20 -30 -15 
 
各化合物の定量下限：ILQG-4’G 及び ILQG-4G=0.05 ng/mL、GEN-4’G 及び GEN-7G=0.2 ng/mL、
LQG-7G=0.5 ng/mL、LQG-4’G 及び LQG-2’G=1 ng/mL、HPT-7G=1.25 ng/mL、quercetin 
3-O-glucuronide=2.5 ng/mL、luteolin 7-O-glucuronide=12.5 ng/mL. DP: declustering potential, CE: 
collision energy, CXP: collision cell exit potential. 
 
 
表 11．LC-MS/MS 分析条件: HPLC 条件 
HPLC condition 
Column: Kinetex PFP column (100 × 2.1 mm I.D., 2.6-μm particle size; Phenomenex, Torrance, CA) 
Mobile phase (A) 0.2 vol % acetic acid, (B) acetonitrile containing 0.2 vol % acetic acid 
Gradient elution program (% B in A): 
0–10 min, 11%; 10–30 min, 11–40%; 30–30.01 min, 40–90%; 30.01–35 min, 90%; 35–35.01 min, 90–11%; 35.01–40 
min, 11% 
Other conditions were: flow rate, 0.35 mL/min; column temperature, 40°C 
 






図 25 には β-グルクロニダーゼ処理
及び未処理の 9 種類の血漿中フラボ
ノイド（アグリコン）及び非フラボノ












で 0.460 ng/mL から 131 ng/mL、6 時
間目の血漿で 0.873 ng/mL から 200 
ng/mL、24 時間目の血漿で 0.0370 
ng/mL から 10.1 ng/mL に上昇した。
一方、非フラボノイドの 4-O-methyl 









十味敗毒湯投与（2 g/kg, n = 3）後、1、6 及び 24
時間の血漿について、β-グルクロニダーゼで処理
又は未処理時の成分濃度を LC-MS/MS で定量し
た。各時点の血漿中濃度は、3 例の平均値 ± 標
準誤差で示した。 




































































































図 26 は十味敗毒湯（2 g/kg）を経口投与したラットにおけるカンゾウフラボノ
イドのグルクロン酸抱合体（リクイリチゲニンの抱合体： liquirutigenin 
4’-O-glucuronide、liquirutigenin 7-O-glucuronide、イソリクイリチゲニンの抱合体：




パラメータを表 12 に示す。 
リクイリチゲニン 4’-O-及び 7-O-の両抱合体は、いずれも十味敗毒湯投与後、
二峰性のピークを示した。それらの最高血漿中濃度到達時間（tmax）は、いずれも
二峰目の 2.00 h で、その最高血漿中濃度（Cmax）は 4’-O-抱合体が 84.1 ng/mL、7-O-
抱合体が 35.6 ng/mLであり 4’-O-抱合体の方が約 2.4倍高かった。消失半減期（t1/2）
はいずれも比較的速く、それぞれ 2.27 h 及び 2.72 h であった。 
イソリクイリチゲニンの 2’-O-及び 4’-O-抱合体も十味敗毒湯投与後、二峰性の
ピークを示した。それらの tmaxは、いずれも一峰目の 0.25 h で、その Cmaxは 2’-O-
抱合体の 3.19 ng/mL に対し 4’-O-抱合体が 15.8 ng/mL を示し、4’-O-抱合体の方が
約 5 倍高かった。t1/2 は 4’-O-抱合体のみ算出が可能で 2.25 h と早かった。また 4-O-
抱合体は、4’-O-抱合体と同様、tmaxは 0.25 h であったが、その Cmax（0.388 ng/mL）
は 4-O 抱合体（15.8 ng/mL）に比べ非常に低かった。 
ゲニステインの 7-O-抱合体は、6 時間目までは全く検出されなかったが 10 時間
目から急に高濃度（48.7 ng/mL）で検出され、その濃度は 24 時間目まで維持した
（t1/2 は算出不可）。tmaxは 24.0 h、Cmaxは 53.4 ng/mL であった。 
ヘスペレチンの 7-O-抱合体も十味敗毒湯投与後二峰性のピークを示した。その
tmaxは二峰目の 4.00 h で、Cmaxは 34.2 ng/mL、t1/2 は 2.99 h であった。 
なお、本試験で測定対象とした 9 種の抱合体成分の内、上述した 7 種の抱合体
成分以外のルテオリンの 7-O-抱合体及びケルセチンの 3-O-抱合体は残念ながら十
味敗毒湯投与ラットの血漿中では検出・定量できなかった。 






与した 0.25、0.5、1、2、4、6、10 及び 24 時間後の血漿を用いて定量した。各データは平均値±標





tmax Cmax t1/2 AUC0-last 
(h) (ng/mL) (h) (ng·h/mL) 
Liquiritigenin 4'-O-glucuronide 2.00 84.1 2.27 522 
Liquiritigenin 7-O-glucuronide 2.00 35.6 2.72 223 
Isoliquiritigenin 2'-O-glucuronide 0.250 3.19 - 11.6 
Isoliquiritigenin 4'-O-glucuronide 0.250 15.8 2.25 80.8 
Isoliquiritigenin 4-O-glucuronide 0.250 0.388 5.68 1.84 
Genistein 7-O-glucuronide 24.0 53.4 - 812 














































































































Genistein 7-O-glucuronide Hesperetin 7-O-glucuronide
































物動態試験についてラットを用いて検証した。この試験では第 1 節で検出した十 







ヘスペリジン）、及びボウフウ由来 1 成分（シミフジン）であった。 
強い抗テストステロン代謝作用（5α リダクターゼ阻害作用：第 2 章・第 1 節）





















4-O-メチル没食子酸（4-O-methylgallic acid：第 2 章・第 3 節）も血漿中で検出さ
れ、抗 RNS 活性の可能性が支持された。この成分自体は十味敗毒湯に含まれてい
ないため、没食子酸（gallic acid）の代謝物として血中に現れたものと考えられる。
本実験で用いたラットでは 4-O-メチル化代謝が主体であるが 72)、ヒトでは 3-O-
メチル化代謝物の生成も確認されていることから 109)、今後 3-O-メチル化体の抗
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RNS 活性についても検討する必要がある。 













濃度は、処理前と比較しそれぞれ 285 倍及び 31.5 倍に増加した（1 時間目）。ま





合体には抗 ROS 活性が保持されていたことから（第 2 章・第 3 節）、各種フラボ
ノイド–グルクロン酸抱合体の血漿中濃度を直接測定したところ、活性体である A
環グルクロン酸抱合体、即ちリクイリチゲニン 7-O-抱合体、イソリクイリチゲニ




















































































とその血中薬物動態（第 3 章）を詳細に検討し、以下の新知見を得た。 
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1. 第 1 章では、十味敗毒湯がアクネ菌誘発急性炎症（耳介腫脹）を抑制するこ
とを実証した。また、耳介の病理組織像からマクロファージ集簇・貪食促進
作用などの関与が示唆された。 
2. 第 2 章では、作用機序について図 27 に示す以下の知見を明らかにした。 
① 抗テストステロン代謝について、構成生薬の一つであるボクソクが十味敗








の A 環 抱 合 体 （ liquiritigenin 7-O-glucuronide 、 isoliquiritigenin 
2’-O-glucuronide、isoliquiritigenin 4’-O-glucuronide、genistein 7-O-glucuronide）
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